








Miniaturisation of pH Holographic 






























was  fabricated  using  an  adapted  technique  from  photolithography,  coupled  with  the  use  of  a 
polymerisation  inhibitor to control the gel polymerisation with diameters not exceeding a standard 




and a  calibration  curve plotted  together with measured  ionic  strength, optical density at 600 nm 
(OD600)  and  pH.  Correspondingly,  RGB‐xyY  transformed  values  were  plotted  in  the  CIE  1931 
chromaticity diagram.   
Later, a miniaturised 0.4 HEMA‐co‐TFMPA holosensor and array was also demonstrated. Together 
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require  development  for  higher  throughput  [3],  lower  costs,  faster  process  development  [4]  and 
optimization.  To  develop  these  new  bioprocesses  in  a  cost  effective  way,  researchers  perform 
multiplexed experiments [5] in scaled‐down bench‐scale bioreactors [6], [7] or microtitre plates [8], 
[9]. With the advent of nanotechnology, single‐cell analysis has also garnered a  lot of  interest [10], 
where cell heterogeneity  [11],  [12] and personalized therapy  [13]  is more  intensively studied. One 
such platform of studying small volume of cells involves microbioreactors. 
1.1 Microbioreactors	(MBRs)	
Bioreactors  provide  the  necessary  controlled  environment  for  an  organism  to  produce  a  desired 
biological product with optimal mixing, mass transfer and containment [9]. A microbioreactor may be 
simply defined as a micro‐scale device in which biological reactions such as cell culture are performed 
[14].  Microbioreactors  (and  nanobioreactors)  involve  the  monitoring  and  bioprocessing  of 
microorganisms within microlitre (and nanolitre) sized volumes.  
1.1.1 Types	of	microbioreactors	(MBRs)		




systems can be measured by  the Respiration Activity Monitoring System  (RAMOS). Optical  sensor 
systems  also  allow  the  precise  online  measurement  of  dissolved  O2  in  shake‐flasks  where  the 
fluorescence quenching or decay time of an oxygen‐sensitive dye [1,2‐bis(diphenylphosphino)ethane‐
Pt {S2C2(CH2CH2‐N‐2‐pyridinium)}][BPh4] is measured [15]. 


























to about 0.314 L  (nanobioreactor), will result  in a 1.6 million times cost and volume savings.  It  is 
important to note that biological and bioprocess parameters must show good scalable results to the 
macro scale for the miniaturisation to MBRs to make sense.  
It  is  also  worth  noting  that  compared  to  a  large  vessel,  the  flow  inside  the  small  channels  of 
microreactors is mostly laminar, which leads to better reproducibility. In the pharmaceutical industry, 
some  batches  that  do  not  match  specifications  has  to  be  thrown  away,  which  are  often  the 
accumulation of several months’ work. This was one reason why GlaxoSmithKline substantiated the 
idea  of microreactors  in  the  late  1990s,  and  sought  to  have  a microreactor  pumping  its  product 
straight into a cell‐based assay [21]. Research work has also demonstrated how results obtained with 
the microbioreactor under well‐defined environment were comparable to that of the typical bench‐
scale bioreactors  [22]. Additionally, MBRs  are  small enough  to observe minute differences  in  the 
metabolic activity of cells, and can be designed for multiplexing and optimisation.  
1.1.3 Commercialised	systems	








BioLector  (m2p Labs)  [6],  [16],  [20]  is a micro  fermentation  system based on  standard disposable 






















volumes  [28].  An  array  of  180  SimCell mini‐scale  reactors were  reported  to  optimise  4  process 

























in Escherichia  coli  cell  culture and  later  for global gene expression analysis  [22]. The approach  to 
prevent biofilm  formation enabled Balagaddé et al.  to  implement a miniaturised bioreactor with a 
working volume of 16 nL [45]. 
1.1.4.3 Size	of	sensors	in	MBRs	



















cells  [17],  [33]  (such  as  Escherichia  coli  [30]–[32],  [39],  [43],  [47],  [49]),  yeast  [40]  (such  as 
Saccharomyces cerevisiae [29], [42], [43], [47]), microalgae [34], animal cells (such as CHO cells [20]), 
















quantified  by  AlamarBlue  assay  (indicator  for  cell  growth)  and  cell morphology  by multiphoton 
microscopy  quantified  by  the  accumulation  of  reduced  dye  with  the  spectrophotometer  [37]. 




















Commercial  DO  sensors  utilise  lifetime  detection  of  fluorescence  quenching  [20],  [32],  [54].  An 
oxygen‐sensitive  fluorophore,  [Ru(dpp)3]2+Cl2–tris(4,7‐diphenyl‐  1,10‐phenanthroline)ruthenium(II) 
chloride was also be used as the oxygen  indicator by measuring the fluorescence quenching of the 
fluorophore luminescent intensity in the presence of oxygen [54]. Another kind of dissolved oxygen 






It  is worth highlighting, however,  that  fluorescent dyes exhibit phototoxic effects  to  live cells  that 
result from fluorophore photobleaching. In addition to the decreasing available fluorescence signal 
with each light exposure, photobleaching generates free radicals and other highly reactive breakdown 
products  [56]. This effect has been even exploited by  Jacobson et al.  for  the photoinactivation of 
proteins in a technique known as chromophore‐assisted laser inactivation (CALI) [57]. The pH sensitive 
dye, phenol red, is a weak estrogen mimic [58], [59] and could affect other cellular functions such as 




















growth  and monitoring  of  physiological  parameters  of  small  populations  of  living  cells  (including 
mammalian  and  plant  cells)  in  nanobioreactors.  Polydimethylsiloxane  (PDMS)  is  one  of  the most 
popular  silicone  elastomers  for  the  use  in  lab‐on‐a‐chip  (LOC)  applications  [65],  [66]  due  to  its 
temperature stability from ‐50°C to 200°C, chemical inertness, low cost and simple fabrication [67]. 
More importantly, it is permeable to gases (such as oxygen), impermeable to liquid water and non‐













of methicillin resistant Staphylococcus aureus  (MRSA)  [70]. Many of these devices were  fabricated 
with  glass  (or  quartz)  bonded  to  PDMS,  one  of  the  rapid  prototyping  techniques  [65]  widely 
popularised by Whitesides. The glass  and PDMS  substrates are  typically  treated with oxygen  (O2) 
plasma and brought into contact without pressure [71] . PDMS consists of repeating units of O‐Si (CH3)2 ; 








Various oxygen species are formed  in the  inner plasma chamber as  illustrated  in Figure 1‐1. At the 
powered electrode, its surface is bombarded by high‐energy ions and electrons (ion‐dominant mode). 
The  grounded  electrode  experiences mainly  chemical  reactions with  reactive  oxygen  species  and 









fluidic  dynamics  in  a microfluidic  chip  are  typically  dominated  by  surface  tension,  viscosity  and 
capillary  forces.  The  fluid  flow  in  a microchannel  tends  to  be  laminar,  and  is  characterised  by  a 
Reynolds number  (Re)  less  than 2300  [74],  [75]. The Reynolds number  is a dimensionless quantity 
measuring  the  ratio of  inertial  to viscous  forces  involving  the density of  the  fluid, (kg m‐3),  fluid 


















To monitor  these parameters,  the biosensor must be able  to detect  small  concentration  changes 
within a  small volume  in  the nanobioreactor without  significantly consuming  the analyte  that will 
affect the accuracy of detection.  
A biosensor is a chemical sensor that utilises a biochemical mechanism as the recognition system. It 
typically  consists  of  a  chemical  (molecular)  recognition  element  (receptor)  which  translates 
information from the biochemical domain, such as analyte concentration, into an output signal, and a 





range  from  pH  [79]  [80],  ionic  strength  [81],  glucose  [82]–[84], metabolites  [85]  (such  as  urea, 

























Nanobiosensors  produced  using  top‐down  fabrication  (miniaturisation)  of  the  electrochemical 
biosensors  are not easily  (and  inexpensively)  scaled up  to  commercial manufacturing  levels  (with 
necessary  reproducilibilty  and  yield).  Although  they  are  typically  sensitive,  there  are  issues with 
scalability and reproducibility such as sensing components with consistent electrical behaviour [101]. 
Holographic (bio) sensors (holosensors) on the other hand, are equilibrative (non analyte consumptive) 
sensors which  are  inexpensive,  customisable  and  straightforward  (do not  require  a  transducer  to 
convert  an  analyte  signal  to  a  visually  interpretable  display).  Consequently,  it  is  foreseeable  to 
integrate  the miniaturised  holosensor  into  a  nanobioreactor.  The  nanolitre  volume  holographic 
sensors  embedded within  a microfluidic  chip  constitute  a  nanobioreactor.  These  sensors  can  be 





moieties  that  reversibly  bind  with  specific  analytes.  Under  the  influence  of  different  analyte 
concentrations, the hydrogel swells or contracts depending on the osmotic pressure caused by the 


































Stimuli‐responsive  hydrogels  that  undergo  reversible  volume  phase  transitions  or  sol‐gel  phase 
transitions  upon minute  changes  in  the  environment  are  termed  ‘smart’  hydrogels.  This  ‘smart’ 
hydrogel (gel) is the transducer for the holosensor [103]. The pH‐sensitive gel is formed when a gel 
precursor solution is dispensed onto a glass substrate and illuminated with UV at 365 nm. This solution 
contains  a  monomer,  2‐hydroxyethyl  methacrylate  (HEMA),  a  cross‐linker,  ethylene  glycol 




Upon UV exposure, DMPA undergoes photolysis  [104]  that  forms primary benzoyl and acetal  free 
radicals,  for which  the acetal  fragment will  further break down  to methyl benzoate and a methyl 
radical [105] as shown in Figure 1‐4. These radicals react with the (C=C) bonds in the methacrylates, 































expands  or  contracts  with  pH  variation,  the  volume  phase  transition  has  to  be  reported  as  a 



























they  showed off‐axis holograms  in 1962  [111]. When Gabor’s hologram was  illuminated with  the 
original collimated beam, it produced two diffracted waves, one reconstructing an object image in its 
original  location and another with  the  same amplitude but  the opposite phase,  forming a  second 
conjugate image. The original image was degraded and superimposed with the conjugate image and 
by scattered  light, which caused a poor quality of  the constructed  image  (holographic signal). The 
image problem was resolved by ensuring the reference wave was incident on the photographic plate 
at a  large enough angle  from  the object beam. This offset  technique was  the breakthrough  in  the 
practical application of holography. 
At the same time, without knowledge of Gabor’s or Leith’s work, Yuri Denisyuk drew inspiration from 
Lippmann’s process of producing photographs  in natural  colours  and experimented on an optical 
configuration  different  from  Gabor’s.  The  reference  and  object  beams  were  incident  on  the 
photographic  emulsion  from  opposite  directions,  and  resulted  in  interference  planes  that  were 
parallel to the emulsion surface rather than perpendicular to it, as Gabor’s and Leith’s were.  
1.3.2.3.2 Latent	image	
Described  by  the  Gurney‐Mott  mechanism,  when  a  photon  impinges  onto  an  AgBr  crystal,  a 





When  the  reference beam  and object beam  interferes  from  different  sides of  the  gel  containing 
photosensitive AgBr crystals, the resulting reflection hologram can be viewed with the reflection of 
white light.  




































find  out  the  peak wavelength  response.  Digital  information  of  the  hologram  colour  can  also  be 













exist  for  various  cell  cultivation  devices  at  different  scales.  This  figure  shows  that  as 
bioreactors increase in scale, typically more process information is available due to improved 
monitoring and  control  systems. Reproduced  from Open Access article  ref.  [8] distributed 



























































Since  pH  holosensors  rely  on  the  charges  on  the  pH moieties  inside  the  gel matrix  to  elicit  a 
corresponding pH response via their expansion/contraction mechanism, any other charges would also 
interfere with the pH response and provide inaccurate readings. A change in ion concentration such 
as  that of Na+ or K+ will also affect  the osmotic pressure of  the gel, modifying  the pH holosensor 
response even when pH remains the same. 
1.4.6 Unbleached	vs	bleached	holosensor	

































reactive  to organic solvents, although  some silicones  like PDMS swell with solvents. However,  the 
thinnest silicone‐based adhesives are 50 m thick, much thicker than desired. Nevertheless, silicone 
adhesive  tapes  can  be  cut with  CO2  laser  to  their  desired  shape  (Appendix  C‐1(e)),  and  the  gel 
precursor  solution dispensed  into  the well  for photo‐polymerisation, with  the  corresponding  gels 
shown in Appendix C‐1(f). 
1.4.7.3 5.0	HEMA‐co‐MAA	holosensor		
Using  the  punch  and  tape method,  the  holographic  sensor  can  be  reduced  to  about  1  L, with 






































L, 11.3 mm diameter, 100 m height) and  incorporated  it  into a microfluidic chip  to monitor the 
growth of Lactobacillus casei [79]. Three optically interrogated microfluidic devices for biological use 
were  presented:  an  encapsulated  pH  sensitive  holosensor,  an  expanded  holosensor  device with 














cellular  environment,  such  that  an  alternative  “gold  standard”  method  cannot  be  utilised 
simultaneously to track the efficiency of the holosensor. In other words, for a pH sensor, the ‘model’ 



















with  their  drawbacks,  while  the  non‐consumptive  holographic  sensor  (holosensor)  as  the  ideal 
nanobiosensor for nanobioreactors, and how  it could be  integrated  into a microfluidic chip for cell 
monitoring, are suggested. Lactobacillus casei (L. casei) has been chosen as the model microorganism 






























The  sources  for  the  commercially  available  equipment  utilised  for  the work  done  in  this  thesis 





















































































A  customised  holographic  sensor  (holosensor)  interrogation  apparatus  was  procured  from  CRS 
Engineering Pte Ltd after defining the requirements and designing the assembly of the components in 











Avalight‐Hal‐S  (Halogen‐Tungsten), 6500K Prixmatic LED or Xenon  light source  (mounted on a KSP‐





























































between 2 pieces of  silicone  films backed with Mylar®  film  surfaces  as  shown  in  Figure 2‐7. This 





















An existing Shimadzu  cell module  shown  in Figure 2‐9(b) was modified  for optical density  (OD600) 




































segregated  and  undertaken  based  on  the  process  of  holosensor miniaturisation  and  substrate‐PDMS microfluidic  chip 
fabrication. 
The process  starts with  the surface  treatment of  the substrate  for promotion of gel adhesion. UV 
photopolymerisation is utilised to form the gel on the substrate (§2.4.2.4), followed by the fabrication 
of an off‐axis reflection hologram within the gel volume  (§2.4.2.8). A polydimethylsiloxane  (PDMS) 
cover with microfluidic channels and chamber  is  formed with soft  lithography utilising a Ni mould 
(§2.4.1.1.3). The gel substrate is then aligned and bonded with the PDMS cover to form a PDMS‐glass 
microfluidic  chip  (§2.4.3.1). pH buffers  and  cell  culture media  is  introduced  through pre‐punched 












acquiring  inordinately  bright  holograms  and monochromatic  diffraction,  detecting  the  diminutive 











analyte‐sensitive  ligands). Main processes are  (1) substrate preparation,  (2) gel  fabrication,  (3) hologram  fabrication,  (4) 
holosensor calibration, and (5) holosensor application  
Typically,  a  holosensor  is  fabricated  by  recording  a  holographic  image  using  an  ordered  array  of 
reduced silver nanoparticles (Ag0 NPs) produced by standing laser waves within a photo‐polymerised 





























































































































































































surface  [128].  The  increased  hydrophilicity  of  the  treated  surface  facilitates  the  formation  of  a 
covalently bonded intermediate layer, which favours adhesion of another substrate with a different 
surface chemistry to that of the pristine untreated substrate surface. 
Substrates  to be  plasma  treated were  preferably, with  the  exception of  the  PDMS‐glass  bonding 
process, placed on  the powered electrode so  that  the surface will react mostly with charged  ionic 







































glass  slide  wiped  and  cleaned  with  ethanol  and  Kimwipes  or  cleanroom  wipes.  It  was  not 
recommended to leave glass slides with the residue for more than a day after to prevent permanent 
stains from forming.  
The  cleaned  slides were  then  stored  in  customised  sample  storage  apparatus  (§2.2.2.2) with  the 





























Polystyrene  (PS), polyethylene  terephthalate  (PET) and poly(methyl methacrylate)  (PMMA) can be 







The gel precursor solution consisted of monomer, crosslinker,  functional moiety  (FM),  free  radical 
initiator,  polymerisation  inhibitor  and  solvent.  They  are  2‐hydroxyethyl  methacrylate  (HEMA), 
ethylene  glycol  dimethacrylate  (EDMA);  2‐(dimethylamino)  ethyl  methacrylate  (DMAEM),    2‐
(trifluoromethyl)  propenoic  acid  (TFMPA)  or methacrylic  acid  (MAA)  –  generally  abbreviated  as 
functional  moiety  (FM);  2‐2‐dimethoxy‐2‐phenylacetophenone  (DMPA),  hydroquinone  (HQ)  and 
isopropyl alcohol (IPA) respectively. The total amount of HEMA, EDMA and FM was kept at a fixed 8 












the  various  precursor  interactions more  easily.  10% w/v DMPA  and  10% w/v HQ were  prepared 











(as visible white crystals) when 10% w/v DMPA  in  IPA solution was  taken  in and out of  the  fridge 
regularly, and would not usually dissolve again unless heat was applied. This introduced uncertainty 










































































































substrate materials  (such  as  polymers),  another  configuration  of  “Mylar®‐on‐top” was  utilised  as 
depicted  in Figure 2‐16(b). A  change  in  substrate material will affect UV  transmittance  to  the gel 























The sample substrate  (glass/PMMA/PC) was first cleaned with  isopropyl alcohol  (IPA) before being 
placed onto the silicone spacer, silanised‐side up. A Mylar® spacer was placed between the COC cover 
and sample substrate before a typical 3 L of gel precursor solution was introduced with an adjustable 



























alternatively  cheaper  acetate  mask  would  cause  distortion  to  the  polymerised  gel.  It  is  not 
recommended to press the substrate hard against the acetate mask to reduce the warpage causing 
the distortion, as the gel precursor solution was liquid. If it were necessary to use an acetate mask, 
the  features should not be  too close  together on  the photomask. There would be undesirable gel 
polymerisation  in between those features, especially where an array was  involved.  In addition, the 
heights  of  the  polymerised  gel  would  not  be  consistent  as  well.  A  method  to  minimise  this 




initiator would  continue  to polymerise  the  gel  at  a  lower  rate  to  achieve  features  that  are more 
consistent. Otherwise, using a quartz‐chrome mask would resolve most of these issues. 
2.4.2.6 Cover	substrate	for	photo‐polymerisation	
Employing  the  same  logic  for  the  photomask,  a  flexible  cover  substrate  is  not  recommended  for 
controlled polymerisation. Mylar® (PET) films typically exist in a roll format, for example. The use of it 
as a cover substrate would entail dealing with certain film warpage. With a 3.0 feature photomask, 
when  the  form  of  the  PET  film was  predominantly  curving  upwards  (concave  from  the  top),  the 
polymerised HEMA‐co‐MAA gel would be of a ring shape > 20 m tall instead of a cylinder. When the 



















alcohol  (IPA)  and  air‐dried  with  a  nitrogen  (N2)  gun  before  a  12 min  70%  (v/v)  ethanol  (EtOH) 
immersion after UV photo‐polymerisation. It was noteworthy that the gels had to be rinsed with IPA 
or 100% EtOH  instead of DI water or tap water as any residual free radical  initiator (DMPA) and/or 
polymerisation  inhibitor  (HQ) may  precipitate  out  as  a  white  precipitate  or  cause  downstream 
problems during hologram fabrication.  Under certain circumstances, the gel will delaminate from its 
substrate. The 12 min 70%  (v/v) EtOH  immersion  test  served  to provide an  indication of  the gel‐
substrate adhesion strength since polyHEMA gels typically expand the most around 70% (v/v) EtOH 
[92],  and  12 min was  the  typical  duration  for  the  equilibration  of  the  gel  during  the  hologram 
fabrication process. 
The gel dimensional and  roughness profiles were obtained with  the white  light profiler. Structural 


















switches and avoid barriers during  the movement of samples  from one area  to another. The  laser 













but not  exactly back down  the  same path.  In other words,  the  reflected beam had  to be offset. 
Additionally, reflecting the beam exactly back down its original path will distort the wavefront of the 







































































Previous  holographic  sensor  (holosensor)  fabrication  procedures  utilising  a  pulsed  laser with  the 
photochemical [119] or ablation [122] method was adapted for the fabrication of the miniaturised 
holosensors.  The  difference with  current  holosensor  fabrication  techniques  involves  the  use  of  a 
continuous wave  (CW)  laser and specialised optomechnical components for process control that  is 
more precise and replicable. 
The gel‐on‐glass substrate  in  the  laser‐cut sample adaptor was placed and aligned as  illustrated  in 
Figure 2‐3. Thin strips (2 mm width) of double‐sided tape were placed on the inner sides of the adaptor 
to minimise movement after sample placement. An optional step of plasma treating the gel made the 






















the  double‐sided  tape  strips  (shown  in  Figure  2‐20)  to  ensure  it  replicated  previously  calibrated 
alignment and minimised possible movement during laser exposure. The side with markings (scraped 
using a diamond tip pen) was placed on the step of the sample adaptor, which was also the direction 




















A Ni mould with  the desired channel  features was used to cast poly  (dimethylsiloxane)  (PDMS).  In 
order to verify that the inlet and outlet holes of the PC‐PDMS microfluidic chip was aligned with the 









































0.1M disodium hydrogen phosphate  (Na2HPO4)  in various proportions  into 50 mL  skirted  tubes  to 

















modified blunt tip on the sample module  indicated  in Figure 2‐4(c).  Ionic‐strength balanced pH 6.0 
McIIvaine buffer was flushed through the chip via the  inlet before the  lighting and sample module 
shown  in Figure 2‐4(a) was adjusted  for maximum  sensor  (hologram brightness)  signal. While  the 
intensity of the signal was visually assessed via the colour camera of the (optics) interrogation module, 
the distance of the illumination source from the sample, zoom of the lens (0.58X – 7X) and exposure 















Thereafter,  the microfluidic chip was again  flushed with  the “starting buffer”2 of pH 6.0 McIIvaine 
buffer and left to equilibrate for 15 min. The holosensor picture was taken, followed by a switch to 
the fibre optic cable for spectrophotometric data acquisition. This procedure was repeated with 50 L 
of  the  solutions  for  the  various pH buffers  at decreasing 0.25 pH units  intervals until pH 3.0. An 
































de Man, Rogosa, Sharpe  (MRS) broth and agar were prepared  in Schott glass bottles according  to 
manufacturer’s  instructions at  concentrations of 52 g/L and 61.73 g/L  respectively. A glass bottle 
typically  filled with 600 mL of prepared media  (agar or broth) was heated using a hot plate, or by 
placing them into the microwave at full power (600W) for about 1 min without boiling. In the case of 
MRS  broth,  it  was  also  filtered  using  a  0.22  m  (pore  size)  syringe  filter  to minimise  bacteria 



















colonies  on  the  agar)  using  a  disposable  sterile  plastic wire  loop.  It was  then  inoculated  into  an 












After 12h of  incubation,  the optical density with monochromatic  red  light at 600 nm  (OD600) was 






























30 would be  too vague an estimation while more  than 300 would constitute as  too dense, as  the 
colony forming units would coagulate and be difficult to justify its counts.  















After  13h  of  incubation,  the  shaken  70 mL  sample  was  aseptically  separated  into  eight  sterile 
containers containing 8 mL of the solution in the BSC, with any remaining inoculated broth discarded. 
The containers  labelled  t0  to  t7 were  then  immediately put back  into  the 37°C  incubator,  loosely 



















interrogating  the  holosensor  at  its  pKa  with  20  ms  integration  time  at  12X  magnification.  The 
effectiveness of the sensor was also compared and evaluated against that of the pH meter. 
3.1 Controlled	polymerisation		
Instead  of  using  a  physical  mask  [131]  to  polymerise  the  gel  for  hologram  fabrication, 
photolithography was utilised together with a polymerisation inhibitor, hydroquinone (HQ), to control 






















An arbitrary 3.0 mm diameter gel  (3.0ф) was designated  for  the proof‐of‐concept of  this adapted 
method since that size would be small enough for a typical microfluidic chip. Figure 3‐1 shows the 









radical  initiator  (DMPA),  inhibitor  (HQ), crosslinking  (EDMA) and monomer  (HEMA) were varied  to 
obtain the current recipe for fabricating 3.0 gels. The proportion of pH moiety (TFMPA), 6 mol%, was 
not varied and was adopted from an earlier work on pH holosensors [79]. For a more straightforward 






























The biggest disadvantage of using CW  lasers  for hologram  fabrication was  the  issue of movement 











waves during  the  laser  exposure.  The overlap of  these  “multiple  exposures” occuring due  to  the 
infinitesimal movement of any part of the experimental setup could result in a fuzzy or dim hologram. 
Thermal instability could also lead to low intensity reciprocity failure (LIRF) [138]. When an isolated 
silver  atom  is  not  stabilised  by  combining  with  another  silver  atom  within  its  lifetime  (~2s),  it 
decomposes back to an electron and silver ion [138]. 
However, with  the  introduction of a vibration‐isolation  table and  inclusion of an acrylic enclosure 
around the setup, vibrations and temperature fluctuations were kept to a minimum. Thin (2 mm width) 
double sided tape was utilised to stick the gel sample securely onto the adaptor during the hologram 





light we see  in our daily  lives are  randomly polarised, such as sunlight,  the  formation of coherent 
interference within the gel volume depends heavily on a non‐orientation changing wave.  
A  noteworthy  polarisation  phenomenon  is  that  light  can  become  perfectly  polarised  in  a  plane 
orthogonal to the plane of incidence upon reflection. When a light beam is radiated onto a surface at 
a particular angle of incidence, known as the Brewster angle, the reflected beam is s‐polarised while 




reflection  plane  holograms  –  taking  into  account  that  reflective  surfaces  change  the  polarisation 














a polychromatic hologram, a holosensor damaged  in  the microfluidic  chip after gel expansion, or 
appearance of bubbles which compromised the holographic signal. The parameter which resulted in 











The  kinematic mirror mount  that  housed  the  front  (or  first)  surface mirror  provided  positional 
accuracy unlike with screw type fasteners. Initially, the beam was sent back along the same path but 
would  almost never produce  a hologram.  It was only when  the half waveplate was  rotated  to  a 

























poured  into  the mould,  degassed  and  crosslinked  in  an  80°C  oven  for  an  hour.  After  taking  the 
crosslinked PDMS out, the mould could be reused repeatedly as  long as  it was hydrophobised with 







and  fabricated  sample  adaptor  as  illustrated  in  Figure  2‐4(c).  All  the  fluidic  connections  were 
interference fit to prevent leakages. 
In addition to the mounting of the microfluidic chip onto the sample  interrogation stage, a precise 


















at  every magnification multiple,  and  normalising  the  intensity  counts  to  a  typical  hologram,  the 

















a monochromatic  hologram  that  far  exceeded  any  regular  holograms  in  brightness.  To  put  it  in 
perspective,  the  “gold  standard”  for holography was  the  gelatin hologram.  Its proteinaceous  and 
hydrophilic functional groups make it much easier to trap Ag atoms during the laser exposure phase. 
They were also generally  thicker and  contained more  fringes, which would  improve  its diffraction 
efficiency. Under tungsten‐halogen (T‐H) light illumination, the gelatin hologram would saturate the 
detector  at  1.05 ms  integration  time with more  than  65,000  counts.  This  gelatin  hologram was 






























phosphoric  acid.  In order  to minimise  the  convolution of  the buffers’ different  ionic  strengths  at 
different pH, 3M NaCl was added accordingly to the prepared McIIvaine buffer to balance the ionic 


















step‐wise  from  pH  6.00  down  to  pH  3.00,  the  same  expected  pH  shift  direction  for  the  growth 
monitoring of Lactobacillus casei.  







































The emission spectrum shape of  the Xenon  light source was arbitrarily superimposed on  the peak 
wavelength  graph  to  juxtapose  with  the  relative  illumination  intensity  of  the  holographic  peak 
wavelength  signals.  To  recapitulate  the  mechanism  of  obtaining  the  holographic  signal  –  the 
holosensor works by selecting a particular band of wavelengths  (from  the  illumination source)  for 
reflection depending on the arrangement of the Ag0 fringes within the gel matrix while transmitting 
the  rest. Where  there was a pronounced drop or  increase  in  illumination  intensity over a  certain 
wavelength range, the holographic signal would be attenuated or heightened accordingly. This would 











in Figure 3‐3(b).   Upon  investigation of  this phenomenon,  it was  realised  that  the gel  could have 
changed shape or orientation during contraction, which would display  the hologram at a different 
angle. This was verified at the lower pH values. There are two schools of thought with regard to this 











would  shift  the  wavelength  peak.  Unless  there  were  an  automated  system  where  it  constantly 




























neutralised),  could  be  inferred  to  be  around  pH  4.50  because  the  sensitivity  to  pH  changes was 
maximum there. 
Referring to the Henderson‐Hasselbalch (H‐H) Equation 3.1 as follows:  














  ߙ ൌ 	 ሾܣ
ିሿ
ሾܪܣሿ ൅ ሾܣିሿ  (3.2) 
 can also be expressed as the following:  














  ߣ ൌ 	ߣ௠௔௫ ⋅ ሺ10
௣ுି	௣௄ೌሻ ൅ ߣ௠௜௡
1 ൅ 10௣ுି	௣௄ೌ   (3.4) 
The derivative of  with respect to pH was determined by applying the quotient rule (details shown in 
Equations I.12 to I.14 of Appendix I) and its expression was as follows: 
  ݀ߣ݀݌ܪ ൌ 	
ሺ10௣ுି	௣௄ೌ ⋅ ln 10ሻሺߣ௠௔௫െߣ௠௜௡ሻ
ሺ1 ൅ 10௣ுି	௣௄ೌሻଶ   (3.5) 
























































































sizes after  streaking on MRS agar. A  clean colony was  then chosen and  inoculated with 70 mL of 
filtered (with 0.25 m syringe filter) sterile MRS broth. To be more exact, 10 mL of the sterile broth 























0.169  g/100g  and 0.0043  g/100g H2O  respectively  [143]) CO2 produced during  their  fermentative 
metabolism would displace the lighter and less water soluble O2 from the loosely‐capped bottle.  
To achieve consistency, the 70 mL MRS broth was carefully measured, filtered and autoclaved; the 
glass bottle was always  loosely capped  just to the point where the  lid barely holds the bottle after 
inoculation,  and  the  frozen  bacteria  sample was  agitated  and  stirred with  the  pipette  tip  before 
carefully  extracting  the  200  L  aliquot  for  inoculation.  There  were  still  some  variations  in  the 
inoculation duration even when utilising the same batch. The survival rate of the frozen aliquots, as 
well  as  the  frequency  of  mixing  the  bulk  media  during  pH,  conductivity  and  peak  wavelength 
measurements do result in discrepancies in the inoculation duration required to reach OD600=1.0. To 
minimise the increasing possibility of contamination during every experimental run, and mitigate the 
occurrence  of mixing  and  disturbing  the  L.  casei  growth;  it  was mixed  only  once  after  14h  of 
inoculation  and  aliquoted  into eight  separate  loosely  capped  sterile  containers of 7 mL broth. At 
stipulated inoculation durations, the pH, conductivity and OD600 readings were taken followed by the 

























Similar  to  the  pH  characterisation  procedure,  the  holosensor was  first  primed with  the  negative 
control broth. At regular intervals, the live cells‐containing broth was introduced into the microfluidic 
chamber  containing  the  holosensor. During  the  5 min  equilibrations,  pH,  conductivity,  and OD600 












their  relative peak wavelength  intensity counts,  the significant difference was  the pH value where 
there was a maximum peak  intensity count  (pH 4.26) while  the maximum peak  for  the calibration 
curve was at pH 4.50. The expected maximum peak (at pH 4.50 from Figure 3‐3(a)) was likely to be 




display  at  the  edges  of  the  holosensor  due  to  a  shift  in  the  optimal  interrogation  angle  for  the 
maximum  hologram  intensity.  L.  casei  typically  exhibits  a  slower  growth  rate  and  reaches  the 
stationary growth phase with the pH hovering around 3.5 to 3.8 after about 28h of inoculation. The 
pH had not reached the point of “diminishing hologram” (at pH 3.75) as illustrated in Figure 3‐3(b).  
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Figure 3‐9: Standard  curve  for 3.0 HEMA‐co‐TFMPA holosensor  illustrating  the  correlation between  the measured and 






















Most of the data points  lie within the upper and  lower  limit of the given uncertainty, or allowable 
error  corresponding  to  the given  specifications of  the pH meter  itself,  illustrating a high accuracy 
commensurate to the pH meter. 
3.11.1.2 R2	ratio	
Another  way  of  evaluating  the  holosensor  effectiveness  was  to  compare  the  coefficient  of 
determination (R2) of the graph when the measured or predicted pH values were plotted against the 


























throughout  the holosensor  interrogation of  the Lactobacillus casei  (L. casei) containing broth. The 
values appeared to vary randomly between 9.00 mS/cm and 9.50 mS/cm. 
Noting  that  an  ionic  strength  difference  (expansion  and  contraction with  lower  and  higher  ionic 
strength respectively) could affect pH readings, a series of calculations were done and graphs plotted 
to correct  for  the  fluctuations  in  ionic strength. The average holosensor  total  intensity normalised 
peak wavelength  ionic  strength  response was plotted  together with average  conductivities of  the 
various tested NaCl concentrations in the range of 8.7 mS/cm to 10.2 mS/cm Appendix K(a & b). This 
evaluation  range  included  that of  the  randomly  varying  ionic  strength of  the  L.  casei  at different 
inoculation durations. Since the McIIvaine pH characterisation buffers were ionic‐strength balanced 
at 9.50 mS/cm,  this  same  value was used  to normalise  the peak wavelength  response  at  various 























of 0.06 mm, which was 30% more precise  than  the  specified  tolerance  from DIN  ISO 2768‐1. An 
average holographic signal brightness was about 30,000 counts for a 50‐100 ms integration time while 
a good one exhibits approximately the same number of intensity counts (30,000) in the range of 30 
ms  integration  time.  The  gold  standard was  a hologram  fabricated with  gelatin  as  the monomer 
(instead of HEMA), which saturated the detector at 1.05 ms integration time. At 12X magnification, 
the fabricated 3.0 holosensor saturated the detector at 1.05ms integration time. pH calibration using 
ionic‐strength  balanced McIIvaine  buffers  set  the  apparent  pKa  of  TFMPA  to  4.40,  close  to  the 
















device  by  recording  a  hologram  in  a  stimuli‐responsive  hydrogel  (or  “smart  hydrogels”).  The 




into  a microfluidic  system  for  Lactobacillus  casei  (L.  casei)  pH monitoring.    Here,  a miniaturised 








matrix),  although  insignificant  for  a  large  sample,  is  cause  for  concern  when  the  holosensor  is 
miniaturised.  
The buffering capacity of the holosensor, or amount of H+ required before being able to provide an 




calculated  to  find out  the amount  (number of moles) of L‐lactic acid which will be “borrowed”  for 
operation. A 5% utilisation (for the 3.0 holosensor) and a 1% utilisation (for the 0.4 holosensor) was 









diameter  for  the 0.4 and 3.0 holosensor  (to  reduce  the buffering capacity effect  to 1% and 5% 
respectively) are 1.69 mm and 5.40 mm. Appendix L shows the detailed calculations and minimum 




















transfer  to monomer or small molecules, and  termination  [148].  IPA  is commonly used as a chain 












constant  in  a medium  of  infinite  dielectric  constant, 	ܫ݊	݇ఌୀஶ  ,  Avogadro’s  constant  N,  distance 
between ions ݎ‡, charges of interacting ions zA and zB, the unit of electric charge e, molar gas constant 
R, and absolute temperature T [151]. 










The  3.0  holosensor  from  the  previous  chapter  was  fabricated  with  a  photoinitiator  (DMPA) 
concentration 1/18th to that of previous work with pH holosensors. This extremely low concentration 
was utilised because residual water‐insoluble DMPA and polymerisation inhibitor HQ could precipitate 
out  and  compromise  gel  transparency,  affecting hologram diffraction  efficiency.  The hydrophobic 
DMPA  and HQ  could  also  have made  the  gel more  hydrophobic  during  photo‐polymerisation  by 
incorporating into the matrix and causing the hydrogel to become less soluble and less transparent, 








With  miniaturisation,  the  same  1/18  DMPA  concentration  could  not  be  utilised  for  photo‐
polymerisation of  smaller diameter gels. Experimentally, either photo‐polymerisation did not  take 















For  the  0.4  HEMA‐co‐TFMPA  gels,  the  fabrication  recipe  was  8  mmol  gel  precursors  with 














A  tolerance  requirement  was  needed  to  qualify  the  gel  dimensions  for  consistency  and  quality 
assuarance. However, there are no official standards relating to external radii smaller than 0.5 mm. 
According  to DIN  ISO 2768‐1,  the permissible deviations broken edges  (external radii and chamfer 
heights) of fine tolerance class for “0.5 mm up to 3 mm” was ± 0.2 mm [137]. Using 0.2 mm as the 
allowable tolerance, the allowable uncertainty could range from 6.67% to 40% depending on whether 
0.5  mm  or  3  mm  was  used  in  the  percentage  calculation.  Even  with  the  minimum  allowable 






gel photo‐polymerisation.  Prior  experiments  utilising UV  transilluminators or  flood  lamps  tend  to 
result in asymmetrical gel profiles. For instance, the gel would appear oval even when the photomask 
was  a perfectly  circular one. Directionality of  the UV  light was hence  an  important parameter  to 
control.  UV  exposure  duration  was  also  important  in  ensuring  good mask  fidelity.  Even  with  a 






Light refracts when  it propagates  into another medium. This refraction  is described by Snell’s Law, 
which  states  that  the  ratio  of  the  sines  of  angle  of  incidence  (1)  and  refraction  (2)  of  a wave 
propagating  between  two media  is  equivalent  to  the  ratio  of  phase  velocities  (v1  and  v2)  or  the 
reciprocal of the ratio of their indices of refraction, (2 and 1 correspondingly): 


















formed  from  the  non‐parallel  retroreflected  beam  and  incident‐propagating  beam  interfering  at 
different angles. From the calculated 7.16° requirement, a mechanical Delrin® spacer was designed 













Regardless, when  the experimental parametric nuances were  figured out  for  the production of  a 





















After  the polymerisation  inhibitor has been used up during UV photopolymerisation,  the diffusing 




diameter.  Consequently,  the  edges would  likely  be more  cross‐linked  as  the  edge  region  had  a 































































































substituted  into Equation 4.3  to obtain  the modified H‐H calibration curve. The substituted values 
were then tweaked, where necessary, to provide the best‐fit curve for the data points. 
  ߣ ൌ 	ߣ௠௔௫ ⋅ ሺ10
௣ுି	௣௄ೌሻ ൅ ߣ௠௜௡

















































From  t=13.5h of  inoculation,  a  sample of  the  L.  casei was monitored  for  its peak wavelength pH 






























wavelength  (ߣ௠௜௡) values were extracted  from the determination of best  fit  for  the pH calibration 
curve and inserted into the derived modified H‐H Equation 4.3. 
  ݌ܪ ൌ 	 logଵ଴ ൬
ߣ െ ߣ௠௜௡
ߣ௠௔௫ െ ߣ൰ ൅ ݌ܭ௔  (4.4) 
Equation 4.4 was utilised  to determine  the predicted pH  corresponding  to  the measured pH. The 







predicted pH. The upper and  lower  limits were determined by  the zero point of  the pH meter at pH 7.00 ± 0.25  (3.57% 
allowable uncertainty) 
Accordingly,  data  points  that  stayed within  the  upper  and  lower  limit  bands were  designated  as 
accurate measurements. From the plot of Figure 4‐10, it was apparent that all the data points were 















ܴ௜ௗ௘௔௟ଶ ൈ 100%  (4.5) 
Since  the  0.4  holosensor was  calibrated with  the  pH meter  itself,  the  extent  of  correlation  (R2) 
between the measured pH and its corresponding OD600 was used as the ideal benchmark of accuracy. 
Plotted  in Figure 4‐11(a) and Figure 4‐11(b),  the R2  for  the respective measured and predicted pH 








Figure 4‐11:  (a) Measured pH and  conductivity  (ionic  strength) of  the batch media  (broth)  containing  live  L.  casei  from 























































0.4  holosensor  array  after  hologram  fabrication  respectively.  The  different  holosensors  in  the  array  were  labelled 
accordingly  for  later comparison  (c) Picture of  the hologram  taken by  the high‐resolution camera at 6.96X magnification 














peak wavelength pH  response and hologram pictures  recorded by a high‐resolution  camera were 
illustrated in Figure 4‐13. 
The pH response (peak wavelength) was normalised to a total‐intensity normalised value to eliminate 











































































































L.  casei was monitored  from  15.25h  to  28.00h  of  inoculation.  The  spectrophotometric  data  and 






Despite the discrepancy,  the average RGB values  for the 7 spots  (considered as a whole)  that was 
transformed  to  the  xyY  colour  space  and  plotted  on  the  CIE  chromaticity  diagram  and  formed  a 
straight  line as shown  in Figure 4‐19(c). Even though all the points fit  into a straight  line, since the 
growth never went below pH 3.75 anyway, the data points were not of chronological order on the line. 
This  could  be  attributed  to  a  few  possibilities.  The  hologram  pictures  taken  during  L.  casei 



















































































predicted pH based on  the 0.4 holosensor array when  considered as a whole  (Figure 4‐22(b) or 
Appendix Q‐6(h)) was 0.9654. The accuracy parameter,  was 97.77% accordingly. 
To summarise the key values required for appraising the 0.4 holosensor array, Table 4‐1 details the 
key derived parameters  for  the determination of  the calibration curve, predicted pH and accuracy 

































A  concentric  ring  interference  pattern  can  form when  defects  like  dust  particles  or  other  small 
scatterers  reradiate  a weak  scattered  spherical wave.  Such  a wave  could  then  interfere with  the 






















dictated  light‐matter  interaction (diffraction of scattering pattern). Where a single corona‐like  light 
scattered ring for the longer path length (L = 1 mm) was observed, a concentric diffraction ring pattern 
for  shorter  path  length  (L  =  80  m) was  observed when  the  condition  for maintaining  temporal 
coherence, and therefore constructive interference was satisfied.  








Similarly, Newton’s  rings  form when  a  curved  surface  is placed on  an optically  flat  surface while 
interference occurs between the light impinging on the curved surface and the light reflected off the 
bottom flat surface.  




















































Figure 4‐26:  Intensity distributions  for  the modes up  to  the 9th order of  the  (a) helical and  (b) sinusoidal LG mode sets. 
Republished with permission of Springer, from ref. [156]. Copyright© 2014, Springer International Publishing 










from  the  Twyman‐Green  interferometer  arrangement  (§4.19.5)  and  circular  waveguide  mode 
(§4.19.6).  
The  images of the  laser source  in the hologram fabrication setup were adjusted to be  intentionally 
separated  (Figure 2‐19(b)) and  the real, non‐localised  interference pattern could be captured by a 
screen.  The  explanation  of mode  hopping  and  resonance within  a  circular waveguide  seemed  to 









Analogous  to  resonance,  the  strength of a holographic  signal  is dependent on  the magnitude and 
concordance of the recorded Bragg reflection planes. With better spatial uniformity and more Bragg 
planes that constructively interfere to reflect selectively a wavelength band of illuminated light, the 
hologram  brightness  and  monochromatic  quality  can  be  optimised.  Following  the  success  of 
















































Park  et  al.  [133]  developed  a  simplified  diffusion‐reaction  kinetics  model  for  such  a  photo‐
polymerisation process and predicted a  few observations  from  the  simulation model, which were 
corroborated  with  experimental  findings  illustrated  in  Figure  5‐2.  Increased  exposure  time  and 
monomer concentration formed larger (diameter) gels; while increased exposure intensity, terminator 
concentration, monomer concentration and exposure time amplified the “bat‐wing” effect. 

















interference),  this number would be utilised  as  a benchmark  for desired  gel height  variation,  i.e. 
difference in the maximum and minimum gel height (hmax – hmin). It meant that a height variation of 3 
m  should  not  have  a  significant  convoluting  influence  on  the  hologram  signal.  For  relative 
comparisons amongst gels of different dimensions, this difference was normalised as a percentage 
ratio to the minimum gel height (hmin) as shown in Equation 5.1. 
  ܨ݈ܽݐ݊݁ݏݏ	ݎܽݐ݅݋, ܨܴ ൌ
ሺ݄௠௔௫ െ ݄௠௜௡ሻ






























glass,  polyethylene  terephthalate  (PET,  or  widely  known  as  Mylar®),  polycarbonate  (PC)  and 







































for a polyHEMA holosensor as  illustrated  in Figure 5‐4. A 12 min 70%  (v/v) EtOH  immersion after 







minimum gel height and maximum gel height decreased  in about equal proportions, as  shown  in 
Appendix R‐2(d). 
 
Figure 5‐4: Swelling of a poly  (HEMA) hologram containing 5%  (w/w) EDMA as a  function of 





increase  in  hydrophilicity  could  cause  the  diffusion  kinetics  to  favour  uniform  polymerisation. 
Nevertheless, comparisons made between photo‐polymerisation on a single plasma‐treated surface, 





A  small  reservoir  of  solvent  outside  the  substrate  interface was  thought  to  continually wick  the 
solution from between the  interface during photo‐polymerisation by capillary action, and minimise 















Gel  precursor  solutions  with  different  dissolved  oxygen  (O2)  contents  would  exhibit  different 
polymerisation  rates  and  chemistry.  Additional  inhibition  by  dissolved  O2,  on  top  of  the  added 
























During  the  evaluation  of  the  aforementioned  extrinsic  parameters,  a  few  disparate  gel  profiles 












































roughness,  and  Rz  is  the  ten‐point mean  roughness  by  calculating  the  average  height  difference 
between the five highest peaks and five lowest valleys of roughness. Rt and Rz are thus more relevant 
when the entire range of variations is required for analysis. These measurements are calculated within 




To  separate  the  medium  frequency  variations  (waviness)  from  the  high  frequency  variations 
(roughness), filter cut‐offs with a cut‐off wavelength (c) were utilised.  It was chosen based on the 





determined  using  a  different method.  The  evaluation  length  (Le) was  typically  divided  into  equal 
sample lengths (Ls) for roughness measurements. At least five of these sample lengths, each of which 
was  equal  to  the  chosen  cut‐off wavelength  (c), were  required  for  good  statistical  analysis.  The 
maximum (upper limit) chosen cut‐off wavelength (c) would therefore be one‐fifth of the evaluation 






















showed convergence  towards  the chosen cut‐off wavelength  (c) value. Taking  these  limits as  the 
uncertainty, the uncertainty for the Ra measurements would therefore be ± 2 nm (difference of 2 nm 





























































































Comparing  three  samples  of  3.0HEMA‐co‐DMAEM  gel  nano‐indentation  runs,  there were  slight 






















0.4  gels  fabricated  from  different mol%  DMPA  concentrations  (Appendix  V‐2) were  a  lot more 



































strength balanced  (to 15 mS/cm) McIIvaine pH buffers  from pH 3.5  to 8.5. Another  light source, a 
6500K LED (from Prizmatic) was utilised as a high‐power alternative to the Xenon light source. The pH 
response  (peak  wavelength)  of  the  DMAEM  holosensor  was  normalised  to  the  total  intensity 






The  resulting  spectrophotometric  data,  hologram  pictures  taken with  a  high‐resolution  industrial 
camera, and the associated CIExyY chromaticity diagram plot were illustrated in Figure 5‐10. 
It was  noted  that  there was  a  +12  nm  shift  in  the  peak wavelength  correction  for  the  intensity 
normalisation  for pH 7.5. Only  further  tests with more DMAEM holosensors would  indicate  if  the 
correction was  representative of  the actual holosensor  response, or  that a more broadband  light 
source such as the tungsten‐halogen or Xenon lamp was a requirement for accurate characterisation 
and interrogation.  
Similar  to  the  TFMPA  holosensors,  after  a  certain  extent  of  contraction,  the  blue  colour  of  the 















wavelength  holosensor  pH  responses  obtained  from  pH  8.5  down  to  pH  3.5.  The  height  of  the  peaks  represents  the 
corresponding spectral intensity recorded by the spectrophotometer. Note that the illumination source was a 6500K LED (b) 


















  ߣ ൌ 	ߣ௠௔௫ ൅ ߣ௠௜௡ ⋅ ሺ10
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Polycarbonate  (PC)  is  one  of  the  engineering  polymers, which  is widely  used  as  a  substrate  for 
microfluidic chips due  to  its  low cost, high optical  transparency, high glass  transition  temperature 
(suitable  for DNA processing), and ease of  fabrication.  It  is however, a challenge  to use PC as  the 





UV–activated polymerisation. The concept was  to use crosslinkers as  the  intermediate  interlinking 
layer.  
The crosslinker was made to adsorb on the activated (via UV@254 nm for 15 min or oxygen plasma 
treated)  PC  surface  for  5 min. N2 was  then  utilised  to  spread  the  adsorbed  crosslinker.  The  gel 
precursor  solution  was  then  dispensed  on  the  flattened  adsorbed  crosslinker  layer.  With  the 
photomask, only the UV‐transparent regions will activate the adsorbed crosslinker to react and slightly 
dissolve the top surface of PC to bond covalently the methacrylate groups onto the acrylate crosslinker. 




mechanism. A  series of acrylate and methacrylate  crosslinkers were  tested  for  their  reactivity  (as 
described in Table 5‐2) with the PC surface; the ones that do not after 5 min would be tested. After 
that,  the  gel  precursor  solution  (co‐TFMPA,  co‐DMAEM  and  co‐MAA  were  tested)  was  photo‐





















into  the  plasma machine  for  the  same  plasma  treatment.  The  two  surfaces were  then  brought 
together and carefully pressed. Force was prudently applied  to prevent  the middle portion of  the 







The  PC‐embedded  0.4  TFMPA  holosensor  was  interrogated  by  the  white  light  profiler, 
spectrophotometer and high‐resolution industrial camera to provide the montage of 2D and 3D digital 

































concentration.  For  instance,  it  could  be  utilised  as  an  end‐point  colour  for  pH  3.0  so  that  the 
holosensor would  replay  in  violet  at pH 3.0  and  red  shift  for  acidic pH moieties. The problem of 
holosensors  contracting beyond  the  visible  spectrum  could be  resolved. Also,  this method would 
eliminate  the possibility of  residual dyes  (after hologram  fabrication)  affecting  the holosensor by 
continually absorbing more green  light and darken  (printout),  fog  the hologram, and/or affect  its 
diffraction efficiency.   




















than 0.4 mm was also analysed. Gel  characterisation with a devised  flatness  ratio parameter was 
performed and appraised. A miniaturised 0.4DMAEM pH holosensor capable of exhibiting colours 












Understanding  the  growth mechanisms of microorganisms  is  critical  in bioprocessing  [160]. Used 
substantially  in  therapeutic protein production,  the growth of animal cells and  their expression of 
these proteins depends heavily on  the extracellular environment  [5].  Increasing  the  yield of  such 
products  requires  bioprocesses  to  be  optimised  quickly  and  inexpensively  with  multiplexed 
capabilities  [19],  [161],  [162]. Microbioreactor platforms  integrated with highly sensitive detection 
systems to monitor key variables such as pH and biomass have been utilised to screen and optimise 
conditions  for  high‐throughput  processes  [19].  However,  with  decreasing  working  volumes  for 
monitoring  smaller numbers of  cells, monitoring  the  cellular environment  and obtaining  accurate 









fluorescence  quenching  [20],  [32],  [54],  fluorescent  dyes  [20]  such  as  phenol  red  [47],  [54]  and 
electrochemical sensors  such as ion‐selective field effect transistor (ISFET) sensors [39], [40], [55].  
Fluorescent  dyes,  including  the  widely  used  phenol  red  as  a  pH  indicator,  can  exhibit  certain 
phototoxic or undesirable effects. For example, while the fluorescence signal gradually decreases with 
each  light  exposure,  the  free  radicals  generated  during  fluorophore  photobleaching  can  result  in 
adverse effects on live cells [56], [57].  Phenol red is a known weak estrogen [58], [59], which could 
also  lead  to  detrimental,  non‐estrogenic  effects  [60]–[62]  on  cells.  The  difficulty  in miniaturising 
electrochemical  biosensors  inexpensively  and  replicably  [101]  results  in  a  bottleneck  for  the 
development of reliable miniaturised biosensors for nanobioreactors.  
Commercialised  systems  utilise microtitre  plates  and miniaturised  shake  flasks with  non‐invasive 
sensors for the real‐time monitoring of cell cultures. These systems typically miniaturise the existing 
500 mL shake flasks to less than 10 mL, usually including options for running experiments in parallel, 






use microbioreactor widely used by major pharmaceutical  and biotech  companies,  academic  and 
research  institutes  is the ambr®  (Advanced Microscale Bioreactor System) cell culture system from 
The Automation Partnership (TAP). It utilises 24 disposable reactors with a 10 – 15 mL working volume 
each,  for pH  and DO measurement using patch  sensors  [5],  [27]. A  fully  automated miniaturised 
bioreactor,  SimCellTM  (Seahorse  Bioscience)  [20]  allows  up  to  1500  independently  controlled  cell 
cultivation  devices,  with  reactor  chambers  each  of  300  –  700  L  working  volume.  The  lack  of 
















L  in  sensor  volume. Although  there  are  smaller  sensors,  these  are  only  for  oxygen monitoring. 
Additionally, it is expensive to use these sensors, especially if the microfluidic chips are disposable. 
6.2 Current	holographic	sensor	technology	










A  holographic  sensor  consists  of  a  hologram  recorded within  the  volume  of  a  stimuli‐responsive 
“smart hydrogel” (gel). The colour of the hologram changes according to the expansion (red shift) or 
contraction (blue shift) of the gel due to the change  in spacing between reduced Ag0 fringe planes 
formed  during  the  hologram  (recording)  fabrication  process.  They  have  been  utilised  to  detect 




methods,  the holographic sensor  is  the  ideal candidate  for miniaturisation.  It  is non‐invasive, non‐
consumptive and inexpensive to fabricate.  





Controlling  the gel volume was  important  for  the miniaturisation of  the holosensor  in view of  the 












pattern with  excellent mask  fidelity.  The method  adapted  from  photolithography  provided  tight 
tolerances and fabrication robustness for the 3.0 spot, 0.4 spot and 0.4 array, as demonstrated in 
§3.2, §4.2.3 and §4.13  respectively.  It was noted  that  in 2014, Park et al. demonstrated a  similar 









gels  form  with  a  “bat‐wing  profile”,  especially  when  high  UV  power  was  utilised  for  rapid  gel 
polymerisation. Even with uniform UV intensities, the gel was formed with the characteristic bat‐wing 
shape. Accordingly, a flatness requirement was defined and many parameters studied to attain the 
desired  profile.  It  was  thought  that  a  flat  profile  would  minimise  the  chances  of  obtaining 
polychromatic holograms resulting from a difference in diffraction efficiency of fringes at the centre 
compared to the edge of the gel. A roughness and waviness requirement for an  injection‐moulded 





























A  half‐wave  plate was  placed  in  front  of  the  laser  to  ensure  only  one  type  of  light  polarisation 
progressed to the sample. It was also utilised as a means for controlling the laser power by changing 
the  attenuation of  the  laser with  the  integrated polarising  filter. Only  first‐surface mirrors with ఒସ 
scratch‐dig  specifications  for  optimal  flatness were  utilised  for  the  reflection  and  object  beams. 
Samples were taped to a customised microfabricated  jig to ensure that the recording angle was as 
consistent as possible. The lens train was adjusted such that the retroreflection was just offset to the 
left of  the  laser  source  to ensure parallelism  to  the  table. This offset adjustment  included all  the 
optomechanical  components.  An  alignment method  adapted  from  the Michelson  interferometer 
setup was utilised to ensure that the offsets were the same for subsequent samples (more details in 





































cylindrical  chamber with  75  m  height), with  the  holosensor  at  about  3.11  nL  (0.4mm  diameter 
cylindrical sensor with about 18.7 m height). The working volume reported in this thesis was ~ 4200X 
smaller than a typical 1 mL bioreactor, ~212X smaller than the smallest working volume (50 L) of the 
commercial microbioreactors  (BioLector, m2p  Labs)  reviewed  in  §1.1.3, or  ~98X  smaller  than  the 
smallest working volume for a screen printed electrode [44]. Although the smallest microbioreactor 
reviewed  in  §1.1.4.2  (Balagaddé  et  al.  [45]) was  16  nL,  there were  no  integrated  sensors  in  the 
microfluidic system.  
Structures less than 10 m has been produced using photolithography. Assuming the method could 






Previous work with  L.  casei  using  pH  holographic  sensors  utilised  the  slope,  ௗఒௗ௣ு  ,  to  report  the 
sensitivity [80] and accuracy [79] of the pH holosensor. The slope values were 165 nm/pH unit (pH 











were collated  in Table 4‐1  (§4.18), with an average of 40.3 nm/pH unit  (pH resolution of 0.02481) 
when the array was interrogated as a whole.  
The reproducibility of pH measurement was demonstrated by Marshall et al. [80] with the visual error 
bars  in  the  calibration  graph  by  using  3  independent  samples, which was  comparable  to  those 
reported in this thesis. Marshall et al. utilised constant ionic strength across all pH calibration buffers 



































reading,  the miniaturised pH holosensor was able  to obtain pH  readings  in a 0.27 L microfluidic 
chamber. Even if the smallest non‐invasive PreSens pH sensors were utilised, the volume of the sensor 
itself  (0.47 L, 2 mm diameter, 150 m height) would be  larger than the desired working volume. 
Whereas  the  technology  for  process  control  and  monitoring  was  not  widely  available  in  a 
microbioreactor below 200 L,  it was shown  that pH measurements could be read accurately  in a 






The  lowering  of  pH  during  its  growth was  correlated  to  the  peak wavelength  of  the  holosensor 
response. 
The consequence of this capability is far‐reaching. Not only could other analyte‐sensitive holosensors 





move  from  spot  to  spot  in order  to  take  readings  from different microfluidic chambers. Arrays of 
holosensors  could act as  redundancies  to ensure measurement  accuracy. The  sensor  volume and 




















Figure A‐2: Absorbance  spectra of  (a) photo‐polymerised gels  (1.0 DMPA and 1/18 DMPA described  their DMPA molar 
concentration  (in  1 mL  IPA  solvent)  in  the  gel  precursor  solution  corresponding  to  0.7070 mmol  and  0.00393 mmol 
respectively), and (b) various dyes.  
 















  ࢜ ൌ ൜ ࢂ/12.92	ሾሺࢂ ൅ 0.055ሻ/1.055ሿଶ.ସ								
ࢂ ൑ 0.04045
ࢂ ൐ 0.04045  (B.1) 
The resulting linear RGB is then transformed to the XYZ colour space with 
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Figure  C‐1(a):  Recorded  dry  (i.e.  without  any  buffers),  (i‐iii)  a  hologram  was 
observed on the same sample at different parts of the slide when changing the 
viewing or illumination angle. (iv & v) Another holosensor bleached with iodine to 





area  from a  tape mask.  (ii) A hologram observed at  the unmasked  region. The 















Appendix  D were  used  as masks  for  photo‐polymerisation  and  (f)  the  resultant  gels 
formed in the well created by the tape between the quartz cover and glass substrate. 






























0.25  3.0  2.0  300  0.3 
0.50  6.0  2.0  300  0.5 
0.50  20.0  4.0  1000  0.5 
1.0  40.0  4.5  1000  1.0 
2.0  40.0  2.0  1000  2.0 
3.0  90.0  2.0  1000  3.0 
4.0  50.0  1.0  1000  4.0 
5.0  90.0  1.2  1000  5.0 
6.0  90.0  1.0  1000  6.0 
10.0  90.0  0.3  1000  10.0 
Polystyrene (PS) petri dish  1.0  20.0  5.0  1000  1.0 
Injection‐moulded  
cyclic olefin copolymer (COC)  0.60  90.0  9.0  300  0.5 
Kapton (double sided tape)  0.14  10.0  15.0  1000   
0.035  10.0  15.0  1000  0.25 
0.060  10.0  15.0  1000  0.25 
0.005  3.0  4.0  1000  0.25 
0.010  5.0  4.0  1000  0.25 
0.050  10.0  4.0  1000  0.25 
Teraoka Tape (silicone adhesive)  0.050  3.0  4.0  1000  0.25 
Coloured red tape  0.14  20.0  4.0  1000  0.14 
3M 3000LSE Tape 9472FL  0.127  20.0  4.0  1000  0.2 








placed  into a clean glass beaker. The slide  is  further cleaned with 3‐minute 
acetone  immersion  in a clean glass beaker placed  inside an ultrasonic bath, 
followed by an IPA rinse and then a 3 min ultrasonic IPA immersion in the same 
beaker.  The  cleaning  step  is  concluded  with  a  3 min  ultrasonic  DI  water 
immersion in the same beaker that had been rinsed with DI water. The excess 
water was blown away with an N2 air gun.  







spin  coater  was  programmed  or  manually  adjusted  (in  the  case  of  the 

























swirling)  in  propylene  glycol monomethyl  ether  acetate  (PGMEA)  or  SU‐8 





and  rinse  the developed  SU‐8 on  glass  substrate with  IPA.    If  a white  film 
appears  during  the  IPA  rinse,  it  is  an  indication  that  the  resist  was 









1H‐2H‐2H‐Perfluorodecyltriethoxysilane  (FDTS)  on  another  glass  slide.  A 
vacuum pump was utilised  to  create a  vacuum within  the desiccator, after 










Subsequently, UV  exposure was  performed with  the  vacuum UV  exposure 




























half  the amount of DMPA, hence  the  term “1.0 DMPA  (2:1 HQ)”. Since TFMPA was solid crystals,  it was weighed  (0.03361g – highlighted  in green)  in a 
transparent 1.2 mL eppendorf tube together with the other constituents and required amount of 10% w/v DMPA and 10% w/v HQ in IPA, and vortexed before 
transferring to a 2 mL amber vial. Additional IPA (389.94ul) was added to make up the 500 L required to achieve the designated ratio. This recipe involved 8 
mmol HEMA‐co‐TFMPA  and was  abbreviated  “8TH”,  the  suffix  “‐2”  represented method  #2  for  calculating  the  constituents based on  a  total moles of 
constituents per mL of solvent basis. It is slightly different to determining the volume of constituents (1 mL) added to the same volume (1 mL) of 2% w/v free 
radical initiator (DMPA) based on molar ratio as utilised previously. A condensed version of this recipe would thus be “8TH‐2, 6T3E, 1.0 DMPA (2:1 HQ)”. 








































Since ݌ܪ ൌ 	െ logଵ଴ሾܪାሿ and ݌ܭ௔ ൌ 	െ logଵ଴ሾܭ௔ሿ, Equation (I.3) 
becomes 














Assuming  the  ideal  case where  the  extent  of  ionization, ߙ , within  the 
pHEMA matrix causes a linear change in the peak diffracted wavelength, a 
modified Henderson‐Hasselbalch  calibration  curve can be normalised  to 
find out the apparent ݌ܭ௔ of the holosensor as follows: 
  ݌ܪ ൌ 	݌ܭ௔ ൅ logଵ଴ ߙ1 െ ߙ  (I.6)  
⇒ ݌ܪ െ	݌ܭ௔ ൌ 	 logଵ଴ ߙ1 െ ߙ 
which then becomes 
  10




  ߙ ൌ 	 ߣ െ ߣ௠௜௡ߣ௠௔௫ െ ߣ௠௜௡  (I.8)  






൬ ߣ െ ߣ௠௜௡ߣ௠௔௫ െ ߣ௠௜௡൰
1 െ ൬ ߣ െ ߣ௠௜௡ߣ௠௔௫ െ ߣ௠௜௡൰
 
Multiplying RHS of equation by ቀఒ೘ೌೣିఒ೘೔೙ఒ೘ೌೣିఒ೘೔೙ቁ, 
⇒ 10௣ுି	௣௄ೌ ൌ 	 ߣ െ ߣ௠௜௡ߣ௠௔௫ െ ߣ௠௜௡ െ ߣ ൅ ߣ௠௜௡ 
  10௣ுି	௣௄ೌ ൌ 	
ߣ െ ߣ௠௜௡
ߣ௠௔௫ െ ߣ  (I.9) 
The predicted pH can thus be found by rearranging (I.9)  
  ݌ܪ ൌ 	 logଵ଴ ൬
ߣ െ ߣ௠௜௡
ߣ௠௔௫ െ ߣ൰ ൅ ݌ܭ௔  (I.10) 
 
To obtain the predicted wavelength,  (I.9) becomes 
ߣ௠௔௫ ⋅ ሺ10௣ுି	௣௄ೌሻ െ ߣ ⋅ ሺ10௣ுି	௣௄ೌሻ ൌ 	ߣ െ ߣ௠௜௡ 
ߣ ⋅ ሺ1 ൅ 10௣ுି	௣௄ೌሻ ൌ 	 ߣ௠௔௫ ⋅ ሺ10௣ுି	௣௄ೌሻ ൅ ߣ௠௜௡ 
  ∴ ߣ ൌ 	
ߣ௠௔௫ ⋅ ሺ10௣ுି	௣௄ೌሻ ൅ ߣ௠௜௡




















where u and v are the numerator,   ݑ ൌ ߣ௠௔௫ ⋅ ሺ10௣ுି	௣௄ೌሻ ൅ ߣ௠௜௡ , and 





ሺ1 ൅ 10௣ுି	௣௄ೌ	ሻሺߣ௠௔௫ ⋅ ሺ10௣ுି	௣௄ೌሻ ⋅ ln 10ሻ െ ሺߣ௠௔௫ ⋅ ሺ10௣ுି	௣௄ೌሻ ൅ ߣ௠௜௡ሻሺ10௣ுି	௣௄ೌ ⋅ ln 10ሻ




ሺ10௣ுି	௣௄ೌ ⋅ ln 10ሻሾߣ௠௔௫ ൅ ߣ௠௔௫ ⋅ ሺ10௣ுି	௣௄ೌ	ሻ െ ߣ௠௔௫ ⋅ ሺ10௣ுି	௣௄ೌሻെߣ௠௜௡ሿ




ሺ10௣ுି	௣௄ೌ ⋅ ln 10ሻሺߣ௠௔௫െߣ௠௜௡ሻ




ௗ௣ு	  is  at  its maximum  when ݌ܪ ൌ ݌ܭ௔  .  Equation  (I.14)  can  then  be 
subsequently simplified to: 











The  maximum  slope ௗఒௗ௣ு௠௔௫ ,  ,  and    ߣ௠௔௫	݋ݎ	ߣ௠௜௡	 were  determined 




experimental  values  are  superimposed  on  the  same  graph  and  the 
assumed  ݌ܭ௔ , or apparent ݌ܭ௔, was determined by estimating it between 
two pH data points that should enclose the maximum slope ௗఒௗ௣ு௠௔௫. The 






higher  pH,  such  as  those  containing  pendant  2‐(Dimethylamino)  ethyl 
methacrylate  (DMAEM),  a  separate  but  not  so  dissimilar  expression  is 
extracted  to  obtain  the  calibration  curve.  The  analysis  is  presented  as 
follows: 
A weak  base ሺܤሻ	partially  dissociates  in water  to  give  a  hydroxide  ion 
ሺܱܪିሻ	and conjugate acid ሺܪܤାሻ 
  ܤ	 ൅ ܪଶܱ	 ⇌ 	ܪܤା ൅ ܱܪି  (I.16) 
 
The base dissociation constant 




Since ݌ܱܪ ൌ	െ logଵ଴ሾܱܪିሿ and ݌ܭ௕ ൌ 	െ logଵ଴ሾܭ௕ሿ, Equation (I.17) 
becomes  




Since ݌ܭ௔ ൅ ݌ܭ௕ ൌ 14 and ݌ܪ ൅ ݌ܱܪ ൌ 14, Equation (I.18) becomes 
  14 െ ݌ܭ௔ ൌ 	14 െ ݌ܪ ൅ logଵ଴
ሾܤሿ
ሾܪܤାሿ  (I.19) 
  ݌ܪ ൌ 	݌ܭ௔ ൅ logଵ଴
ሾܤሿ
ሾܪܤାሿ  (I.20) 
It  is  worth  noting  that  the  expression  for  pendant  basic  ligands  (e.g. 
DMAEM) is similar to that for pendant acidic ligands (e.g. MAA). The ratio 











Assuming  the  ideal  case where  the  extent  of  ionisation,  	ߠ , within  the 
pHEMA matrix causes a  linear change  in the peak diffracted wavelength, 
the  equation  of  the  modified  normalised  Henderson‐Hasselbalch 
calibration curve for the apparent ݌ܭ௔ of the holosensor is as follows:  
  ݌ܪ ൌ 	݌ܭ௔ ൅ logଵ଴ 1 െ ߙߙ   (I.21)  
which then becomes 












  ݌ܪ ൌ 	 logଵ଴ ൬ߣ௠௔௫ െ ߣߣ െ ߣ௠௜௡൰ ൅ ݌ܭ௔  (I.24)  
By  expanding  the  expression  and making ߣ  the  subject,  Equation  (I.23) 
becomes 
  ߣ ൌ 	ߣ௠௔௫ ൅ ߣ௠௜௡ ⋅ ሺ10
௣ுି	௣௄ೌሻ





10௣ுି	௣௄ೌ ⋅ ln 10 ሺߣ௠௜௡െߣ௠௔௫ሻ
ሺ1 ൅ 10௣ுି	௣௄ೌሻଶ  
 
(I.26) 
At  ௗఒௗ௣ு௠௔௫ , ݌ܪ ൌ ݌ܭ௔. Equation (I.26) becomes 
 
݀ߣ



















































































































































































































































Figure  R‐1:  (c) Definition  of  “weird wavy”  and  “opposite” 
with regard to the difference sides of the COC substrate, and 














Figure R‐1:  (e &  f) Schematics  for  “inside edge” and  “over 
edge” experimental setup for gel fabrication. 





































































































Figure  Y‐1(c)(i‐iii):  The  same HEMA‐co‐EDMA(5mol%)‐co‐MAA 
(6mol%) gel exhibiting holograms of different colours at slightly 
offset  angles.  (iv‐vi)  Polychromatic  holograms  at  a  particular 
edge  of  different  HEMA‐co‐EDMA(5mol%)‐co‐MAA  (6mol%) 
Figure  Y‐1(d)(i‐iv):  Photographs  of  the  same  3.0 
HEMA‐co‐EDMA(3mol%)‐co‐DMAEM  (6mol%)  gel 
(labelled “03” in (v)) at various viewing angles with a 
hologram  found  only  at  a  particular  random  spot 
near to the edge (circumscribed by the dotted white 
line) of the gel. (v) A collation of different holosensors 






with  pH  6.0  buffer  disrupting  holographic  display  at  the  black  areas  of  two  different  3.0  HEMA‐co‐
EDMA(3mol%)‐co‐TFMPA (6 mol%) gels (1.0DMPA, 2:1 HQ, 6T3E, 9p4m#1, COCopp8x8(d), recorded with pH 4.5 
L‐ascorbic acid) with 200 m scale bars. (v & vi) The same, bright but polychromatic hologram captured with 5ms 
integration  time  on  3.0  HEMA‐co‐EDMA(3  mol%)‐co‐DMAEM(6  mol%)  gel  (1/18  DMPA,  10:1  HQ,  6D3E, 
10p8m#1, Mylar  film,  5  L),  recorded with  pH  4.5  L‐ascorbic  acid with  scale  bars  of  200 m  and  500 m 
respectively. (vii & viii) The same, bright and monochromatic hologram captured with 5ms integration time on 











Figure  Y‐2(b)(i‐iv):  Photograph  of  the  same,  polychromatic  0.4  DMAEM  hologram 
viewed at a progressively  slight offset angle from (i) to (iv) 
Figure Y‐2(c)(i): Micrograph of the same 0.4 HEMA‐co‐EDMA (3 mol%)‐co‐TFMPA (6 
mol%)  gel  (1.0  DMPA,  2:1  HQ,  6T3E,  9p4m#1,  COCopp8x8(d))  TFMPA  hologram  
interrogated with  ionic  strength balanced pH buffers  from pH 6.5  to 3.0. When  the 
experiment proceeded for L. casei tests, the hologram became (ii) drastically dimmer  
Figure Y‐2(d)(i & ii): Micrographs of the same 0.4 HEMA‐co‐EDMA (3 mol%)‐co‐
TFMPA  (6  mol%)  gel  (1.0  DMPA,  2:1  HQ,  6T3E,  9p4m#1,  COCopp8x8(d)4c)  
holosensor on PC substrate tested with buffers of different pH. The background 
signal of the hologram was also a ring of dim hologram. 



















































from the  interference of coherent scattered  laser  light. Otherwise,  it should be a matter of sample 
alignment which was different to when it was first aligned before exposure. It would also be worth 




it  should  not  be  of  the  same  intensity.  Appendix  Y‐1(c)  showed  2  cases  of  polychromatism:  a 













































several  rinses of DI water,  IPA or 70%  (v/v) EtOH  to eliminate  them. This would hinder  real‐time 










expanded  gel  surface  got  stuck  onto  the  PDMS  chamber  ceiling.  The  resulting  non‐uniform 
holographic signal made it impractical as a sensor. Several quality holograms were blemished this way.  
In  order  to  overcome  this  problem,  a  few measures  could  be  taken.  The  chamber  height  was 
designated  to be at  least 3X  the gel height.  If  the gel were  to be  fabricated using  the  tape mask 
technique,  the  chamber  height  would  have  to  be  adjusted  accordingly.  Also,  tape  with  acrylic 





adhesive was  deposited  onto  the  gel  surface, making  it  undesirably  sticky.  Other  precautionary 
measures included being extra careful with and monitoring the PDMS‐glass bonding procedure and Ni 
mould  flatness  respectively. During  PDMS‐glass  bonding,  pressing  too  hard  at  the middle  of  the 
chamber would cause the sagging chamber ceiling to stick onto the glass substrate or gel itself. Also, 






















or  when  there  was  movement.  Movement  would  result  in  multiple  exposures,  such  as  the 
polychromatic, blurry 0.4 hologram shown in Appendix Y‐2(b). The 0.4 holosensor also required a 
large zoom multiplier, but the working distance had to be  large for adjustment of the  illumination 









Residual  AgBr  or  dye  within  the  gel  matrix  could  absorb  ambient  light  and  cloud  the  original 
interference pattern. This was typically resolved by immersing the gel in IPA and sodium thiosulphate 
(Na2S2O3)  to  remove  residual dye and unreacted AgBr  respectively. However,  the holosensors did 
occasionally  show delayed diminished  responses  such as  the one  shown  in Appendix Y‐2(c) which 







hologram  at  the  holosensor  edges, which  changed  colour  slightly  at  the  edges with  different  pH 
buffers, as shown in Appendix Y‐2(dii). It was believed that the adsorbed PETTA crosslinker utilised for 
PC‐polyHEMA bonding was concentrated at  the gel edge, which could be preventing  the gel  from 
expansion  or  contraction.  The  PC‐polyHEMA method  would  have  to  be modified  to  enable  the 
fabricated gel to work like the glass‐embedded holosensors. 
Polychromatic	and	cracked	surface	AAm	holosensor	
The  0.4  AAm‐co‐AA  holosensor,  depicted  in  Appendix  Y‐2(e)  exhibited  surface  cracks  and 
polychromatism. A limited number of experiments were performed to optimise the poly‐acrylamide 
(polyAAm)  gel,  though  it  was  observed  together  with  the  polyHEMA  gels  that  100%  IPA  had  a 
dehydrating effect and  introduced surface cracks. These cracks would typically disappear with 70% 
























PM/ POLY‐A  (T000‐Clear Colour) 1 mm, 2 mm, 3 mm, 4 mm, 5 mm, and 6 mm  thick poly  (methyl 
methacrylate)  (PMMA)  sheets,  together  with  SABIC  Innovative  Plastics  Lexan  1  mm  thick 
Polycarbonate  (PC)  sheets,  0.5 mm  and  0.25 mm  thick  polycarbonate  films, were  procured  from 
Professional Plastics Pte Ltd, Singapore. 0.5 mm thick poly (methyl methacrylate) (PMMA) sheets were 
bought  from GoodFellow, UK.  SABIC®  PC  (Polycarbonate)  resin  PC4800 was  supplied  by  Acumen 
Engineering Pte Ltd, Singapore and TOPAS 5013L‐10  (Cyclic olefin copolymer)  (COC) was procured 
from  Inabata Singapore Pte Ltd. 0.64 mm (measured with digital callipers) thick COC and 0.60 mm 
(measured with  a digital  callipers)  thick PC  injection‐moulded discs were produced by  the Netsal 
Discjet  injection moulding machine. While  in Cambridge, UK, biaxial orientated ES301400  (0.1 mm 
thickness) Polyethylene terephthalate (PET) Mylar® film was purchased from GoodFellow Cambridge 
Ltd. 125 µm thick MEX02C single‐sided metallised polyester sheets (with mirror finish) were purchased 
from  HiFi  Industrial  Film.  SU‐8  2025  permanent  epoxy  negative  photoresist  was  obtained  from 
MicroChem, U.S.  In  Singapore, HK‐31  125 mm  thick  poly  (ethylene  terephthalate)  (PET)  film was 
procured  from  Innox Higa Singapore Pte Ltd. Mylar®  film photomasks were designed and sent  for 
fabrication by J.D. Phototools UK while in Cambridge, UK and produced by Infinite Graphics Pte Ltd 
while  in  Singapore.  Costar®  3516  sterile  polystyrene  6‐well  cell  culture  dishes were  supplied  by 












In Singapore, chemical  reagents were procured mostly  from Sigma Aldrich  (abbr. Sigma), Aik Moh 









methacrylic  acid  (MAA),  together  with  free  radical  initiator  40156‐0250  2,2’‐azobis(2‐
methylpropionamidine)  dihydrochloride  (AAPH)  and  18784‐2500  2‐2‐dimethoxy‐2‐






While  in  Cambridge,  UK,  440140‐100ML  3‐aminopropyl  triethoxysilane  (APTES),  30957‐100ML  2‐
(dimethylamino)  ethyl  acrylate  (DMAEA),  407283‐100ML  dipentaerythritol  penta‐/hexa‐acrylate 
(DPEPHA),  335681‐100ML  ethylene  glycol  dimethacrylate  (EDMA),  436895‐100ML  glycerol 









pentaerythritol  triacrylate  (PETA),  408263‐100ML  pentaerythritol  tetraacrylate  (PETTA),  440159‐
100ML 3‐(trimethoxysilyl) propylmethacrylate (Silane A174), 444332‐100ML 2‐(tert‐butylamino)ethyl 
methacrylate  (t‐BAEM), 398802‐250ML  tetra(ethylene glycol) diacrylate  (TTEGDA), and 658758‐5G 
1H,1H,2H,2H‐perfluorodecyltriethoxysilane (FDTS) were obtained from Sigma Aldrich UK. 
While  in  Singapore,  L16584  1H‐1H‐2H‐2H‐perfluorodecyltrichlorosilane  (FDTS)  and  15705 
pentaerythritol  triacrylate  (PETA)  were  procured  from  VWR.  667420‐5G  1H,1H,2H,2H‐














































procured  from  Image  Transforms  Singapore  Pte  Ltd  (now  Ellipsiz  DSS  Pte  Ltd).    The WS‐400BZ‐
6NPP/Lite  spin  coater  was  purchased  from  Laurell  Technologies  Corporation  in  Singapore.  The 
























torch with  parallel  beam  adaptor  (abbr. UV‐LED  smart) was  purchased  from Opsytec Dr. Gröbel, 




























In  Singapore,  the AvaSpec ULS 2048  spectrophotometer with ATTN‐DA‐HAL‐KP direct  attachment 
attenuator and Avalight‐Hal‐S (Halogen‐Tungsten)  light source, both supplemented with fiber optic 

















































Contour‐GT‐K white  light  profiler was  run  on Vision  64  ver  5.3, which  captured micrographs,  2D 
contour plots (digital elevation models) and 3D surface profiles, of gels, holosensors, and cyclic olefin 
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